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NOUVEAUX POLYPEPTIDES. LEUR PREPARATION 
FT T Rim UTILISATION 

La presente invention conceme des polypeptides derives de rapolipoproteine 
AIV humaine (apoAI), les sequences nucleotidiques codant pour ces polypeptides, 
5 leur preparation et leur utilisation. 

L'apolipoproteine AIV (apoAIV) est une proteine constituee de 376 acides 
amines, ayant une masse moleculaire de 46 000 daltons. La figure 1 met en evidence 
les sequences peptidiques et nucleotidiques de TapoAIV, ainsi que la position des 
helices. L*apoAIV est un composant majeur des chylomicrons secretes dans la 

10 lymphe, mais elle presente la particularite d'etre majoritairement sous forme non 
associee avec des lipoproteines dans le plasma (R.B. Weinberg et Coll., 1983, J. 
Lipid. Research, 24 : 52-59). Par ailleurs, TapoAIV plasmatique est polymorphe, 
bien que la nature de ce poljmiorphisme soit encore inconnue (G. Utermann et Coll., 
1982, J. Biol. Chem. 257 : 501-507). Le role physiologique de TapoAIV demeure 

15 egalement assez peu connu. On sait qu'elle peut activer in vitro la leci- 
thin-cholesterol-acyltransferase (LCAT) (Steinmetz et Coll., 1985, J. Biol. Chem., 
260 : 2258-2264) et qu'elle peut. comme I'apolipoproteine AX, interferer avec la 
fixation des particules de HDL sur les cellules endotheliales aortiques bovines 
(Savion et CoU., 1987. Eur. J. Biochem., 257 : 4171-4178). Ces deux activites 

20 semblent indiquer que TapoAIV intervient tres vraisemblablement comme mediateur 
du transport inverse du cholesterol. 

La presente invention resulte du choix de la demanderesse d'utiliser 
rapolipoproteine AIV comme molecule cible pour Tetude des facteurs influengant le 
transport inverse du cholesterol. La presente invention repose plus precisement sur 

25 Tutilisation de TapoAIV pour la preparation de produits nouveaux, permettant, par de 
nouvelles therapies, de lutter contre les hypercholesteroleraies et les effets qui y sont 
associes, tels que I'atherosclerose. 

Plus precisement, la presente invention foumit des polypeptides derives de 
TapoAIV, et permet ainsi ^exploiter pharmacologiquement les proprietes de cette 

30 proteine. La presente invention a done pour objet des polypeptides derives de 
rapolipoproteine AIV humaine. II peut s'agir en particulier de polypeptides ayant une 
stabilite plasmatique accrue par rapport a la proteine native (sensibilite plus faible 
aux mecanismes physiologiques ^elimination ou de degradation), et par consequent 
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une duree de vie plus longue. II peut egalement s*agir de polypeptides ayant iine 
activite stimiilatrice de Tefflux du cholesterol cellulaire, et done favorisant le 
transport inverse du cholesterol, conduisant a decharger les cellules ayant acciunule 
du cholesterol dans le contexte de la formation d'une plaque d'atherome. D peut 
5 egalement s'agir de polypeptides possedant seulement une ou plusieurs des proprietes 
de TapoAIV. En particulier, il peut s'agir par exemple de polypeptides capables de 
lier les recepteurs cellulaires, mais ne possedant pas Tactivite stimulatrice de Tefflux 
du cholesterol cellulaire. En outre, il peut egalement s'agir de polypeptides 
depourvus des activites de I'apoAIV. De tels polypeptides peuvent en effet presenter 
10 des utilites therapeutiques (generation d'anticorps, etudes structure-fonction, etc). 

Preferentiellement, les polypeptides de Tinvention sont capables de lier le 
recepteur HDL. 

Encore plus preferentiellement, les polypeptides sont capables de lier le 
recepteur HDL et de stimuler tm efflux de cholesterol. 

15 Les polypeptides selon Tinvention peuvent etre de plxisieurs types. II peut 

s'agir, par rapport a I'apoAIV htunaine, de derives de mutation ou de substitution, de 
derives de deletion ou de derives d'addition. II est entendu que la presente invention 
couvre egalement les polypeptides comportant plusieurs types de modifications, tels 
que par exemple des derives de mutation et de deletion, des derives de deletion et 

20 d'addition, etc. 

Plus preferentiellement, Tinvention a pour objet des polypeptides non- 
naturels derives de Tapolipoproteine AIV humaine comprenant, par rapport a la 
sequence de I'apolipoproteine AIV hxmiaine telle que representee sur la figure 1, au 
moins xme des modifications suivantes : 

25 (a) ime mutation ponctuelle portant sur vn residu f onctionnel, et/ou, 

(b) une deletion d'une extremite temiinale d'au moins 10 acides amines, et/ou, 

(c) xme deletion d'une helice ou d'une paire d'helices, et/ou, 

(d) une partie additionnelle heterologue possedant une activite biologique differente 
ou complementaire de celle de I'apoAIV, ou une propriete de marqueur, de cibleur 

30 ou de stabilisateur. 

Dans un mode particulier, les polypeptides de Tinvention comprennent au 
moins une modification selon (a) et (b). 

Dans im autre mode particulier, les polypeptides de I'invention comprennent 
au moins vne modification selon (a) et (c). . 
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Dans un autre mode particulier, les polypeptides de rinvention comprennent 
une modification salon (a), (b) ou (c) associee a une modification selon (d). 

Les derives de mutation comprennent generalement une mutation ponctuelle 
(suppression d'un acide amine, ou modification d*un acide amine, ou remplacement 

5 rfun acide amine par un autre), ou double (modification d'tme paire d*acides amines). 
Les mutations choisies tiennent compte de la position des residus mutes dans leurs 
helices respectives, et tendent a priori a modifier les groupements fonctionnels sans 
trop perturber la structure de Thelice concemee, et done du polypeptide. Au sens de 
la presente invention, on entend par residu fonctionnel les residus susceptibles d'etre 

10 impliques dans Tactivite de TapoAIV, soit au niveau de Tinteraction avec le 
recepteur, soit au niveau de la transmission d*un signal (tel que par exemple la 
stimulation de Tefflux du cholesterol). Les residus preferes sont generalement les 
residus charges, qui possedent un effet potentiel dans I'interaction du polypeptide 
avec son recepteur. De tels residus peuvent etre remplaces par tfautres, apolaires, ou 

15 modifies chimiquement par suppression ou ajout d'une charge. Les residus 
glycosyles et les residus impliques dans la formation de ponts disulfure (cysteine) 
constituent d'autres residtis preferes. 

Preferentiellement, les polypeptides de Tinvention possedent par rapport a 
I'apoAIV humaine telle que representee sur la figure 1 au moins une mutation sur 

20 I'un des residus suivants : acide aspartique en position 5, 44, 106, 153 ; glutamine en 
position 37, 194 ; asparagine en position 39 ; lysine en position 73, 84, 103, 169, 
178 Lacide glutamique en position 76, 81, 87, 99, 131, 164. 187, 230 ; alanine en 
position 22 ; proline en position 139, 161 ; et serine en position 154. 

Plus preferentiellement, Tacide aspartique peut etre remplace par un residu 

25 S, K, A, F ou G ; la glutamine par un residu T, K ou F ; I'asparagine par un residu A 
ou D ; la lysine par un residu G, E, T, D, A, Y, H ou F ; I'acide glutamique par un 
residu S, R, F, K, A, G, N, ou Q ; Talanine par un residu R ou E ; la proline par un 
residu R ou G ; et la serine par tm residu E ou R (les lettres correspondent a tm acide 
amine selon le code reconnu). 

30 Les polypeptides de Tinvention peuvent etre des derives de deletion. Dans 

ce cas, la ou les deletions peuvent porter sur tine extremite de la proteine (C- 
terminale ou N-temmiale). A cet egard, certains polypeptides de Tinvention sont des 
fragments d'apoAIV, obtenus par deletion de parties importantes de la proteine. 
Preferentiellement, les polypeptides de Tinvention possedent par rapport a TapoAIV 
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humaine des deletions terminales d'au moins 10 acides amines. La ou les deletions 
peuvent egalement porter sur des regions internes de TapoAIV, et notamment sur des 
helices entieres ou sur des paires d'helices. 

Un autre type de polypeptides selon I'invention est represente par des 
5 derives d'addition. En particulier, I'invention conceme les polypeptides comprenant 
tout ou partie de I'apoAIV et un element supplementaire tel qu*un marqueur, un 
cibleur, mi stabilisant ou un autre element actif . 

A titre d'exemples specifiques de polypeptides selon I'invention, on peut 
citer pref erentiellement les polypeptides suivants : 
10 - polypeptide P(AN13,R93G) : polypeptide possedant une deletion des 13 

acides amines N-terminaux (AN13) et une glycine au lieu d'une arginine en position 
93 (R93G). 

- polypeptide P(AN13) : polypq)tide possedant ime deletion des 13 acides 
amines N-terminaux. 

15 - polypeptide P(R93G) : polypeptide possedant xme glycine au lieu d'une 

arginine en position 93. 

- polypeptide P(AC44) : polypeptide possedant une deletion des 44 acides 

amines C-terminaux. 

- polypeptide P(AC194) : polypeptide possedant une deletion des 194 

20 demiers acides amines. 

- polypeptide P(AN182) : polypeptide possedant xme deletion des 182 

premiers acides amines. 

- polypeptide P(Ahl-2) : polypeptide possedant une deletion des helices 1 et 

2 telles que representees sur la figure 1 (residus D14 a V62). 
25 - polypeptide P(Ah7-8) : polypeptide possedant une deletion des helices 7 et 

8 telles que representees sur la figure 1 (residus P162 a A205). 

- polypeptide P(Ah9-10) : polypeptide possedant une deletion des helices 9 
et 10 teUes que representees sur la figure 1 (residus P206 a A249). 

- polypeptide P(Ahll-12) : polypeptide possedant une deletion des helices 
30 11 et 12 telles que representees sur la figure 1 (residus P250 a E289). 

- polypeptide P(Ahll-12,L87M) : polypeptide possedant une deletion des 
helices 11 et 12 telles que representees sur la figure 1 (Ahll-12), et une methionine 
au lieu d'une leucine en position 87 (L87M). 
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- polypeptide P(Ahl3-14) : polypeptide possedant une deletion des helices 
13 et 14 telles que representees sur la figtire 1 (residus P290 a N333). 

- polypeptide P{Ah5-6) : polypeptide possedant tine deletion des heUces 5 et 
6 telles que representees sur la figure 1 (residus P118 a R161). 

- polypeptide P(D44F) : polypeptide possedant une phenylalanine au lieu 
d'un acide aspartique en position 44. 

- polypeptide P(D44A) : polypeptide possedant une alanine au lieu d'un 
acide aspartique en position 44. 

- polypeptide P(D5S) : polypeptide possedant une serine au lieu d'un acide 
aspartique en position 5 . 

- polypeptide P(D5K) : polypeptide possedant une lysine au lieu d'un acide 
aspartique en position 5. 

- polypeptide P(K178Y) : polypeptide possedant ime tyrosine au lieu d'lme 
lysine en position 178. 

- polypeptide P(K178A) : polypeptide possedant une alanine au lieu d'une 
lysine en position 178. 

- polypeptide P(E230K) : polypeptide possedant tine lysine au lieu d'un 
acide glutamique en position 230. 

De tels polypeptides selon I'invention presentent un interet pharmaceutique 
important, notamment dans le tcaitement et/ou la prevention de I'atherosclerose, 
L'atherosclerose est une maladie qui se caracterise par la formation de plaques 
lipidic[ues ou fibro-lipidiques dans I'intima de Taorte, des arteres coronaires et de la 
carotide essentiellement. Ces plaques, plus ou moins calcif iees selon Tavancement du 
processus, peuvent etre jumelees a des lesions, et sont creees par I'accumulation dans 
les arteres de depots graisseux constitues essentiellement d'esters de cholesterol. Ces 
plaques provoquent alors tm epaississement de la parol arterielle, avec hypertrophie 
du muscle lisse, apparition de cellules spumeuses et accumulation de tissu fibreux. 
La plaque atheromateuse est tnes nettement en relief sur la paroi, ce qui lui confere 
xm caractere stenosant responsable des occlusions vascvdaires par atherome, 
thrombose ou embolie, qui survierment chez les patients les plus atteints. 

La formation d'lme plaque d'atherome resulte done de la conjugaison de 
differents facteurs, (i) xm exces de cholesterol plasmatique, dont proviennent les 
depots arteriels, et (ii) xm defaut de regxdation entre influx et efflxix de cholesterol au 
niveau des tissxis peripheriques, en f avexir d'xme accumxilation intracellulaire. 
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Compte tenu de leur proprietes, les polypeptides selon rinvention peuvent 
notamment permettre de ralentir la formation des plaques d'atherome, d'induire la 
regression des plaques d'atherome, et de diminuer le risque d'incidence d'accidents 
coronariens. 

5 Les polypeptides de Tinvention peuvent etre obtenus de differentes fa§ons, 

et notamment par voie chimique et/ou genetique. 

Dans le cas de la preparation par voie chimique, les polypeptides de 
rinvention peuvent etre obtenus soit entierement par synthese chimique, soit par 
modifications chimique ou enzymatique de la proteine native. Dans ce dernier cas, 

10 differents agents chimiques ou enzymatiques peuvent etre utilises, permettant de 
modifier des residus (derives de mutation), de marquer des residus (derives 
^addition) ou de fragmenter la proteine (derives de deletion). Parmi les agents 
chimiques permettant de modifier ou marquer des acides amines, on peut citer plus 
particulierement le sulf o-NHS-acetate, qui permet I'acylation des amines primaires et 

15 surtout des lysine ; le tetranitromethane qui introduit un groupement nitrate sur les 
tyrosines, ou encore le N-bromo-succinimide qui oxyde les residus tryptophane, 
Parmi les agents chimiques et enzymatiques permettant de couper des liaisons 
peptidiques, on peut citer plus particulierement le bromure de cyanogene, le 
iodosobenzoate, la trypsine, la chymotrypsine, la thermolysine ou encore la 

20 proendopeptidase. 

Comme indique plus haut, ces traitements peuvent etre appliques atissi bien 
sur le polypeptide produit d'une synthese chimique que sur le polypeptide natif • De 
plus, ces traitements peuvent egalement etre appliques aux polypeptides obtenus par 
vols genetique, et de ce fait, comportant dega certaines modifications. 

25 Dans le cas de la preparation par voie genetique, les polypeptides de 

rinvention sont obtenus par modification au niveau des sequences nucleotidiques 
codantes, et expression desdites sequences dans un hote cellulaire. 

A cet egard, la presente invention a egalement pour objet les sequences 
nucleotidiques codant pom: les polypeptides decrits plus haut. n peut s'agir de 
30 sequences d'ADN, de sequences d'ARN, de sequences synthetiques, semi- 
synthetiques, hybrides, etc. Ces sequences peuvent etre utilisees : 

- poiir la production des polypeptides de rinvention par expression dans un 
hote cellulaire, 
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- comme composition pour des therapies geniques, 

- pour la realisation de sondes marquees permettant Tidentification de 
polypeptides apparentes ou la mise en evidence d'lme expression des polypeptides de 
rinvention, 

5 - pour la preparation de nouveaux vecteurs de clonage ou ^expression 

comportant ces sequences, ou encore, 

- pour la preparation de nouvelles cellules eucaryotes ou procaryotes 
recombinantes ou d'animaux transgeniques contenant ces sequences ou ces vecteurs. 

Les sequences nucleotidiques de Tinvention peuvent etre obtenues a partir 
10 d'une sequence codant pour I'apoAIV, par differentes techniques telles que 
notamment par decoupage genetique, mutagenese, ou tout autre traitement alterant la 
structure des acides nucleiques. Les techniques les plus connues de Thomme du 
metier sont mentionnees ci-apres dans les techniques generales de clonage, Le detail 
de la synthese des sequences nucleotidiques de Tinvention est donne dans la partie B/ 
15 des exemples. La sequence de TapoAIV hianaine utilisee dans Tinvention a ete 
obtenue a partir d*im clone genomique contenant le fragment Kpnl-HindUI de la 
sequence du gene humain de TapoAIV, qui contient la fin de Fintron 2, la totalite de 
I'exon 3 ainsi que la sequence 3' non traduite. Ce clone ne contenait done pas, en 
particulier, les deux premiers exons du gene de I'apoAIV humaine (Elshourbagy et 
20 coll, J.B.C. (1987) 262:7973). La sequence complete a ete obtenue par : 

- synthese chimique de Textremite 5* de la sequence de TapoAIV, de sorte 
que ce fragment synthetique contienne les codons correspondant a la partie de la 
protSne mature codee par les deux premiers exons du gene humain, et egalement les 
premiers nucleotides de la region 5' de Texon 3 s'etendant jusqu^au site BstEII ; puis, 

25 - la liaison de ce fragment synthetique a un fragment d'ADN contenant le 

restant de la sequence du gene de TapoUpoproteine AIV situee apres le site BstEII, 
utilise pour effectuer la jonction au nucleotide pres. 

Le detail de ces etapes est donne dans la partie A/ des exemples. 

La presente invention a egalement pour objet xm procede de preparation des 
polypeptides de Tinvention decrits plus haul Ce procede consiste a realiser les etapes 
suivantes : 

- dans tme premiere etape, on introduit dans ime cellule une sequence 
nucleotidique telle que def inie plus haut codant pour im polypeptide de Tinvention, 

- dans une deuxieme etape, on cultive la cellule ainsi obtenue dans des 
conditions d'expression de ladite sequence nucleotidique et. 



30 
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- dans une troisieme etape, on recupere le polypeptide produit. 

Plus particulierement, lors de la premiere etape du procede de 
rinvention, la sequence nucleotidique peut etre introduite dans la cellule par 
differentes techniques. Notamment, rintroduction peut etre effectuee par 
5 transformation, conjugaison, ou electroporation. 

S*agissant de la transformation, differents protocoles ont ete decrits dans 
Tart anterieur. En particulier. elle peut etre realisee en traitant les cellules entieres en 
presence d*acetate de lithium et de polyethylene glycol selon la technique decrite par 
Ito et al. (J, BacterioL 151 (1983) 163-168), ou en presence Methylene glycol et de 
10 dimethylsulfoxyde selon la technique de Dunens et al. (Curr. Genet I£ (1990) 7). 
La transformation peut encore etre effectuee selon la technique decrite par Dagert at 
al. (Gene ^ (1979) 23-28) par traitement avec une solution de CaCl2 puis choc 
thermique. Un protocole altematif a egalement ete decrit dans la demande de brevet 
EP 361 991. 

15 S*agissant delectroporation, la technique decrite par Karube et al. (FEES 

Letters 182 (1985) 90) peut avantageusement etre utilisee. 

Le choix de Time ou de Tautre de ces methodes est etabli notamment en 
fonction de Thote choisi. 

Parmi les botes eucaryotes utilisables dans le procede de Tinvention, on peut 
20 citer les cellules animales, les levures, ou les champignons. En particulier, s'agissant 
de levures, on peut citer les levures du genre Saccharomvces. Kluyvg^TpmyCgS^ VlQlf^^ 
pastoris. Schwanniomvces. ou Hansenula. S'agissant de cellules animales, on peut 
citer les cellules COS, CHO, C127, etc. Parmi les champignons susceptibles d'etre 
utilises dans la presente invention, on peut citer plus particulierement A^rgillu? 
25 ssp. ou Trichoderma ssp. 

Parmi les botes procaryotes utilisables dans le cadre de la presente 
invention, on peut citer les bacteries suivantes E.coH . Bacillus, ou >?tr?ptomyCg§> 

Dans un mode prefere de Tinvention, le procede est mis en oeuvre en 
utilisant comme cellule bote tme cellule procaryote. 
30 Encore plus preferentieUement, le procede de Tinvention est mis en oeuvre 

en utilisant comme cellule bote la bacterie E.coli . 

Generalement, la sequence nucleotidique utilisee est une sequence 
genomique, une sequence d'ADNc, une sequence sequence hybride, etc. Pour une 
meilleure mise en oeuvre de Tinvention. on prefere cependant utiliser un ADNc (Cf 
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exemple A/). Par ailleurs, cette sequence nucleotidique comprend generalement une 
region de demarrage de la transcription et de la traduction jointe a rextremite 5' 
terminale de la sequence codante, de fagon a dinger et a reguler la transcription et la 
traduction de ladite sequence. Le choix de ces regions peut varier en fonction de 
5 . Thote utilise. En particulier, chez les bacteries telles que E.coli . on peut utilise* le 
promoteur de I'operon tryptophane (Ptrp), ou les promoteurs gauche et droit du 
bacteriophage lambda (PL, PR) ou encore le promoteur du gene 10 du bacteriophage 
T7. 

Par ailleurs, la sequence nucleotidique fait preferentiellement partie d'un 
10 vecteur, qui peut etre a replication autonome ou integratif. Plus particulierement, des 
vecteurs a replication autonome peuvent etre prepares en utilisant des sequences a 
replication autonome chez Thote choisi. A titre d'exemple, chez la levure, il peut 
s'agir d'origines de replication derivees de plasmides : pKDl (EP 241 435) ou bien 
de sequences chromosomiques (ARS) et chez la bacterie, il peut s'agir d'origines de 
15 replication derivees de plasmides (pBR322, pET3, etc). S'agissant des vecteurs 
integratifs, ceux-ci peuvent etre prepares par exemple en utilisant des sequMces 
homologues a certaines regions du genome de Thote, permettant, par recombinaison 
homologue, Tintegration du vecteur. A cet egard, Tutilisation d'ADNr permet une 
integration multiple de T ADN exogene, et done sa presence en plus grand nombre de 
20 copies par cellules. 

Dans tm mode prefere, la sequence nucleotidique comprend, en amont de la 
sequence codante, ou, le cas echeant, entre la region de demarrage de la transcription 
et de la traduction et la sequence codante, une sequence "leader" dirigeant le 
polypeptide naissant dans les voies de secretion de Thote utilise. Cette sequence 
25 "leader" peut etre la sequence "leader" de TapoAIV, mais il peut egalement s'agir 
tfune sequence heterologue (issue d'lm gene codant pour une autre proteine) ou 
meme artif icieUe, Le choix de Tune de ces sequences est notamment guide par I'hote 
utUise. 

Les polypeptides de la presente invention peuvent ensuite etre isoles du 
30 milieu de culture par toute technique coimue de Thomme du metier. Plus 
particulierement, la partie C/ des exemples decrit un procede permettant de purifier 
dans les conditions natives, c*est-a-dire sans aucune etape de denaturation, les 
polypeptides de Finvention. 
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Un autre objet de rinvention conceme des compositions phaniiaceutiques 
comportant un ou plusieurs polypeptides selon I'invention ou une ou plusieurs 
sequences nucleotidiques selon Tinvention. 

Preferentiellement, de telles compositions sont destinees au traitement ou a 
5 la prevention des affections liees aux hypercholesterolemies. 

Encore plus preferentiellement, I'invention a pour objet des compositions 
pharmaceutiques comportant im ou plusieurs polypeptides selon I'invention, ou une 
ou plusieurs sequences nucleotidiques selon Finvention, destinees au ralentissement 
de la formation de plaques rfatherome, et/ou a la regression des plaques atherome 
10 et/ou a la diminution des risques d'accidents coronariens. 

De plus, la presente invention a egalement pour objet Tutilisation des 
polypeptides decrits ci-avant pour la realisation de molecules de structure non- 
peptidique ou non exclusivement peptidique possedant le meriie type d*activite. A cet 
egard, Tinvention conceme un procede de preparation de molecules non-peptidiques, 
15 ou non excliisivement peptidiques, actives pharmacologiquement sur les niveaux 
plasmatiques de cholesterol, selon lequel on choisit un polypeptide de Tinvention tel 
que decrit ci-avant, on determine les elements structuraux de ce polypeptide qui sont 
importants poiu- son activite, et on reproduit ces elements par des structures non- 
peptidiques ou non exclusivement peptidiques. L'invention a aussi pour objet des 
20 compositions pharmaceutiques comprenant une ou plusieurs molecules obtenues 
selon ce procede. 

La presente invention sera plus completement decrite a Taide des exemples 
suivants, qui doivent etre consideres comme illustratif s et non limitatif s. 

LEGENDE DES FIGURES 

25 Figure 1 : Sequences peptidique et nucleotidique de TapoAIV, 

Figure 2 : Sequence des oligonucleotides utilises pour preparer la sequence de 
I'apoAIV. 

Figure 3 : Structure et construction du plasmide pXL1697. 
Figure 4 : Structure des plasmides pXL1872 et pXL1867, 
30 Figure 5 : Structure des plasmides pXL1696 et pXL2051. 
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TECHNIQUES GENERALES DE CLONAGE 

Les techniques classiques de purification de plasmides, de preparation des 
cellules competentes pour la transformation par la methode au CaCl2, sont decrites 

dans le manuel de laboratoire : T. Maniatis et Coll., Molecular cloning. 1982, Cold 
5 Spring Harbor Laboratory, Les sequences d'ADN ont ete determinees par la methode 
de Sanger (Smith A J.H., 1980, Methods in Enzymol. 65 : 499-559). Les protocoles 
de clonage dans M13 sont decrits (Messing et Coll 1981, Nucleic Acid Res. 9 : 
309-321), Les endonucleases de restriction (New England Biolabs) ont ete utilisees 
selon les conseils du f abricant. Le tampon utilise pour les ligatures a la composition 
10 suivante : Tris-HCl 50 mM, MgCl2 10 mM, DTT 15 mM, ATP 1 mM, pH 7,5. Le 

tampon de phosphorylation des oligonucleotides a la composition suivante : 
Tris-HCl 5 mM, MgCl2 1 mM, DTT 0,6 mM, pH 7,5. La mutagenese dirigee in vitro 

par oligodesoxynucleotides est effectuee selon la methode developpee par Taylor et 
al. (Nucleic Acids Res. H (1985) 8749-8764) en utiUsant le kit distribue par 
15 Amersham. 

A . SYNTHESE ET ASSEMBLAGE DE LA SEQUENCE CODANTE DE 
L' APOLIPOPROTEINE AIV ET PREPARATION DES VECTEURS. 

Al - Synthese et assemblage de la sequence codante de T ApoAIV. 

La sequence nucleotidique du gene de Tapolipoproteine AIV decrite dans la presente 
20 invention differe des sequences de cDNA publiees precedemment (voir en particulier 
la liste des sequences cDNA publiee par C-Y. Yang, Z-W. Gu, 1. Chong, W. Xiong, 
M. Rosseneue, H. Yang, B. Lee, A.M. Gotto et L. Chan, 1989, B.B.A., 1002 : 
231-237). Notamment, la sequence codant pour le peptide signal de la proteine est 
absente, et, en amont du premier codon de la proteine mature a ete place im codon de 
25 demarrage de la traduction ATG. Celui-ci introduit done tine methionine sumume- 
raire en amont de la sequence de la proteine mature, et permet ainsi d*exprimer le 
gene codant uniquement pour la partie mature de la proteine. 

D'autre part, cette sequence nucleotidique de I'apolipoproteine AIV a et§ 
obtenue d'une maniere originale par Tassemblage de qtiatre oligonucleotides, 
30 representes sur la figure 2, qui ont ete synthetises par voie chimique et dont la taille 
est comprise entre 86 et 107 mer. De plus, on peut remarquer sur la figure 2 que des 
extremites cohesives Xbal et EcoRI ont ete def inies af in de permettre iin assemblage 
en deux etapes de la sequence complete de Tapolipoproteine AIV. 
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1. Synthese des oligonucleotides 

Les quatre oligodeoxynucleotides qui ont servi a Tassemblage du gene de 
Tapolipoproteine ATV, ont ete synthetises par la methode des phosphoramidites (L J. 
Bride et M.H. Caruthers (1983) Tetrahedron Lett. 24 : 245) au moyen du synthe- 
5 tiseur Bioresearch (Modele 8600) selon les conseils des fabricants, Les oligonucleo- 
tides ont ete purifies sur gel d'acrylamide 15 %. Leur sequence est donnee a la 
figure 2. 

2. Premiere etape d'assemblage 

Les oligonucleotides ont ete phosphoryles par traitement avec la T4 DNA 
10 kinase. Les oligonucleotides A et C ont ete apparies respectivement avec les 
oligonucleotides B et D dans des conditions stoechiometriques. Uhybridation des 
oligonucleotides a ete realisee dans des tubes Eppendorf immerges dans un becher 
contenant environ 100 ml tf eau portee a 80'*C que Ton laisse revenir a la temperature 
du laboratoire. 

15 Les fragments A-B et C-D ont ete ligatures en presence de T4 DNA ligase 

avec la forme replicative du phage M13mpl0 au prealable digeree par les enzymes 
XbaletEcoRI. 

La forme replicative du bacteriophage recombinant obtenu appele pXL1695 
(MlSmplOABCD) a servi a transfecter des bacteries TGI rendues competentes par 
20 la methode au CaCl2. 

Ce replicott pXL1695 a ete purif ie, soit sous sa forme d'ADN simple brin et 
sa sequence a ete vaifiee, soit sous sa forme d'ADN double brin replicative pour la 
suite des constructions. 

3. Deuxierae etape d'assemblage 

25 La forme replicative de pXL1695 (M13mplOABCD) et un plasmide appele 

pXL1694 portant un fragment Knpl-Hindlll tfenviron 3 kb contenant la totalite du 
troisieme exon du gene de TapoAIV (N.A. Elhourbagy, X BioL Chem,, 1987, 262 : 
7973-7981) ont ete respectivement digeres par Xbal et BstEII dWe part et EcoRI et 
BstEn d'autre part. Dans le cas de pXL1695, un fragment de 167 paires de bases a 

30 ete purifie sur gel d'acrylamide. La forme replicative du vecteur M13mpl8amIV a 
ete digeree par Xbal et EcoRI et un fragment d*environ 7 kb a ete purifie sur gel 
^agarose.. 
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Les trois fragments on ete rassembles et ligatures en presence de T4 DNA 

ligase. 

Apres transfection de TGI, des clones contenant la forme replicative 
appelee pXL1696 ont ete obtenus. La sequence codante complete du fragment 
5 Xbal-EcoRI ainsi clone dans pXL1696 a ete verifiee. Ce fragment a ensuite ete 
re-extrait de pXL1696 et ligature en presence d'un fragment EcoRI-HindlH, 
d'environ 3 kb provenant de pXL1694 et portant en particulier la fin de Texon 3 du 
gene de I'apoAIV humaine, et en presence egalement du vecteur M13mpl9, coupe 
par les enzymes Xbal et HindUL 

10 Le vecteur recombinant ainsi obtenu, pXL1697, porte la totalite de la 

sequence codante de I'apoAIV (1132 bp) ainsi qu'un fragment genomique d'environ 
2 kb correspondant a Tintron 3 du gene de TapoAIV (figure 3). 

Une mutagenese dirigee effectuee avec le kit de mutagenese Amersham 
(RPN 1523) a I'aide de Toligodeoxynucleotide synthetique Sql087 : 

15 5'"GCCCCTTrGGAGAGCTGAGGATCCCCTGGTGCACTGGCCCCA.3' a permis 
d'introduire sur pXL1697 xm site BamHI immediatement apres le codon Stop (TGA) 
du gene de TapoAIV, Le vecteur obtenu a ete denomme pXL1866. 

A2 - Preparation des vecteurs portant la sequence de TapoAIV. 

1. Preparation du vecteur pXL1872. 

20 Le vecteur pXL1866 decrit ci-dessus a ete coupe par les enzymes Xbal et 

bamHI, et un fragment de 1,15 kb contenant la totalite de la sequence codante de 
TapoAIV a ete purifie sur gel rfagarose et religature dans M13mpl8aniIV pour 
donner le vecteur pXL1872 (figiu:e 4). 

2, Preparation du vecteur pXL1867. 

25 Le vecteur pXL1866 a ete coupe par Ndel et BamHI et un fragment de 

1,2 kb a ete purifie puis insere dans pET3-a, lui meme coupe par BamHI et NdeL Le 
vecteur d*expression resultant, pXL1867, contient done la sequence codante de 
Tapolipoproteine AIV sans aucun fragment residuel de Tintron 3 provenant de la 
sequence genomique de Tapolipoproteine AIV (figure 4). 
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3. Preparation du vecteur pXL1696. 

Le fragment Xbal-EcoRI de 570 pb contenant la partie 5' de la sequence 
codante de TapoAIV (residus 1 a 189) a ete excise du vecteur pXL1872, purifie sur 
gel d'agarose et religature dans MlSmplO pour donner le vecteur pXL1696 (figure 
5 5). 

4. Preparation du vecteur pXL2051, 

Le fragment EcoRI-BamHI de 577 pb contenant la partie 3' de la sequence 
codante de TapoAIV (residus 188 a 377) a ete excise du vecteur pXL1872, purifie 
sur gel d'agarose et religature dans M13mpl9 pour donner le vecteur pXL2051 
10 (figure 5), 

B . GENERATION PES SEQUENCES NUCLEOTIDIOUES CODANT POUR 
LES POLYPEPTIDES DE L'lNVENTION ET PRODUCTION DE CES 
POLYPEPTIDES. 

Bl : Mutants realises a partir du vecteur pXL1872 

15 1. Generation des vecteurs pXL1775 et pXL1869, et preparation des polypeptides 
P(AN13,R93G) etP(AN13). 

A Faide de roligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
5*-GACCAGGTGGCCACAGTGCATATGGACTACTrCAGCCAGCTG-3', une 
mutagenese dirigee sur la forme simple brin du vecteur pXL1872 decrit ci-dessus a 

20 ete realisee en utiUsant le kit Amersham selon les recommandations du fabricant 
Cette mutagenese a permis d'introduire \m site Ndel ainsi qu'im codon ATG dans la 
sequence codante de I'apoAIV aux positions respectives 40 et 43, provoquant une 
deletion des 13 premiers acides amines N-terminaux. Par ailleurs, lors de la 
verification de sequence des derives obtenus, certains clones dont le clone pXL1799 

25 portaient une mutation ponctuelle supplementaire en position 280 sur la sequence. 
Cette mutation (C->G) a pour effet de changer un codon arginine en glycine dans la 
proteine, 

A partir du clone pXL1799 et d'un autre clone ne portant pas la mutation 
(C->G) supplementaire, un fragment Ndel-BamHI de 1097 pb a ete purifie et 
30 ligature avec le vecteur pET3-a (AMS Biotechnology), lui meme coupe par les 
enzymes Ndel et BamHI. 
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Deux vecteurs recombinants ont ainsi ete obtenus : Le vecteur pXL1775, 
qui permet d'exprim^ a tres haut niveau un polypeptide possedant une deletion des 
13 acides amines N-terminaux (AN13) et xme glycine au lieu d'lme arginine en 
position 93 (R93G); et le vecteur pXL1869, qui permet d'exprimer a tres haut niveau 
5 • im polypeptide possedant xme deletion des 13 acides amines N-terminaux (AN13). 

2. Generation du vecteur pXL1766 et preparation du polypeptide P(AC44)* 

A Taide de Toligodesoxynucleotide sjmthetique phosphoryle suivant : 
5*.CTGAGGGACAAGGTCAACTGAGGATCCAGCACCTrCAAGGAGAAAG-3'. 
une mutagenese dirigee sur la forme simple brin du plasmide pXL1872 decrit ci- 
10 dessus a ete realisee en utilisant le kit Amersham selon les recommandations du 
fabricant. Cette mutagenese a permis d'introduire un site BamHI ainsi qu'un codon 
TGA dans la sequence codante de TapoAIV aux positions respectives 1000 et 997, 
provoqxiant xme deletion des 44 acides amines C-terminaux. 

A partir d'un clone mutant (pXL1765) dont la sequence a ete verifiee 
15 integralement, un fragment Ndel-BamHI de 1004 pb a ete purifie et ligature avec le 
vecteur pET3-a, lui meme coupe par les enzymes Ndel et BamHI. 

Le vecteur recombinant pXL1766 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
niveau im polypeptide possedant une deletion des 44 acides amines C-terminaux 
(AC44). 

20 3- Generation du vecteur pXL1774 et preparation du polypeptide P(AC194). 

A Taide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
5'-CTCAAGGGACGCCTTACGTGAGGATCCGACGAATTCCAAAGTC-3*, une 
mirtagenese dirigee sur la forme simple brin du plasmide pXL1872 decrit ci-dessus a 
ete realisee en utilisant le kit Amersham selon les reconunandations du fabricant 
25 Cette mutagenese a permis d'introduire un site BamHI ainsi qu'xm codon TGA dans 
la sequence codante de I'apoAIV aux positions respectives 553 et 550, provoquant 
une deletion de 194 acides amines du cote C-terminaL 

A partir d'un clone mutant (pXL1798) dont la sequence a ete verifiee 
integralement, un fragment Ndel-BamHI de 555 pb a ete purifie et ligature avec le 
30 vecteur pET3-a, lui meme coupe par les enzymes Ndel et BamHI. 

Le vecteur recombinant pXL1774 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
niveau un polypeptide possedant tme deletion des 194 demiers acides amines 
(AC194), 
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4. Generation du vecteur pXL1817 et preparation du polypeptide P(AN182). 

A I'aide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
5'-GAGCTCAAGGGACGCCATATGCCCTACGCTGACGAATrC-3*, une muta- 
genese dirigee sur la forme simple brin du plasmide pXL1872 decrit ci-dessus a ete 
5 realisee en utilisant le kit Amersham selon les recommandations du fabricant. Cette 
mutagenese a permis d'introduire un site Ndel ainsi qu'un codon ATG dans la 
sequence codante de TapoAIV aux positions respectives 544 et 547, provoquant une 
deletion de 182 acides amines du cote N-terminal. 

A partir d'un clone mutant (pXL1765) dont la sequence a ete verifiee 
10 integralement, un fragment Ndel-BamHI de 579 pb a ete purifie et ligature avec le 
vecteur pET3-a, lui meme coupe par les enzymes Ndel et BamHL 

Le vecteur recombinant pXL1817 ainsi obtenu permet tfexprimer a tres haut 
niveau xm polypeptide possedant une deletion des 182 premiers acides amines 
(AN182). 

15 5. Generation du vecteur pXL1981 et preparation du polypeptide P(Ahl-2). 

A I'aide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
5'-GCCACAGTGATGTGGCCCTrTGCCACCGAG-3\ une mutagenese dirigee sur 
la forme simple brin du plasmide pXL1872 decrit ci-dessus a ete realisee en utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du fabricant. Cette mutagenese a permis 
20 de deleter la partie de la sequence codante de TapoAIV comprise entre les positions 
40 et 186, provoquant me deletion de 49 acides amines, du residu D14 au residu 
V62. 

A partir d'un clone mutant dont la sequence a ete verifiee integralement, m 
fragment Ndel-BamHI de 990 pb a ete purifie et Ugature avec le vecteur pET3-a, lui 
25 meme coupe par les en2ymes Ndel et BamHL 

Le vecteur recombinant pXL1981 ainsi obtenu pennet d'exprimer a tres haut 
niveau un polypeptide possedant xme deletion des helices 1 et 2 (Ahl-2). 

6. Generation du vecteur pXL1943 et preparation du polypeptide P(Ah7-8). 

A I'aide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
30 5'-CAGGCCTCGCTGAGGCCCTATGCTCAGGAC-3'. une mutagenese dirigee sur 
la forme simple brin du plasmide pXL1872 deceit ci-dessus a ete realisee en utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du fabricant Cette mutagenese a permis 
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de deleter la partie de la sequence codante de TapoAIV comprise entre les positions 
484 et 615 provoquant une deletion de 44 acides amines, du residu P162 au residu 
A205. 

A partir d'lm clone mutant dont la sequence a ete verif iee integralement, un 
fragment Ndel-BamHI de 1005 pb a ete purifie et ligature avec le vecteur pET3-a, 
lui-meme coupe par les enzymes Ndel et BamHI. 

Le vecteur recombinant pXL1943 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
niveau un polypeptide possedant une deletion des helices 7 et 8 (Ah7-8), 

7. Generation du vecteur pXL1982 et preparation du polypeptide P(Ah9-10). 

A Taide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
S'-CGCCGCAGCCTGGCTCCCTTGGCCGAGGAC.y, une mutagenese dirigee sur 
la forme simple brin du plasmide pXL1872 decrit ci-dessus a ete realisee en utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du f abricant. Cette mutagenese a permis 
de deleter la partie de la sequence codante de TapoAIV comprise entre les positions 
616 et 747, provoquant une deletion de 44 acides amines, du residu P206 au residu 
A249, 

A partir d'lm clone mutant dont la sequence a ete verif iee integralement, un 
fragment Ndel-BamHI de 1005 pb a ete purifie et ligature avec le vecteur pET3-a, 
lui-meme coupe par les enzymes Ndel et BamHI. 

Le vecteur recombinant pXL1982 ainsi obtenu permet d*exprimer a tres haut 
nive^ un polypeptide possedant une deletion des helices 9 et 10 (Ah9-10). 

8. Generation du vecteur pXL1986 et preparation du polypeptide P(Ahll-12,L87M), 

A Taide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
5'-CGGCAGAGGCTGGCGCCCTACGGGGAAAAC-3'. une mutagenese dirigee 
sur la forme simple brin du plasmide pXL1872 decrit ci-dessus a ete realisee en 
utilisant le kit Amersham selon les recommandations du fabricant. Cette mutagenese 
a permis de deleter la partie de la sequence codante de TapoAlV comprise entre les 
positions 748 et 867, provoquant ime deletion de 40 acides nines, du residu P250 
au residu E289. Par ailleurs, lors de la verification de sequence des derives obtenus, 
certains clones portaient ime mutation ponctuelle supplementaire sur la sequence. 
Cette mutation (L->M) a pour effet de changer le codon leucine 87 en methionine 
dans la proteine. 
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A partir de ce clone et d'un autre clone ne portant pas la mutation (L->M) 
supplementaire, un fragment Ndel-BamHI de 1017 pb a ete purifie et ligature avec le 
vecteur pET3-a, lui meme coupe par les enzymes Ndel et BamHI. 

Deux vecteurs recombinants ont ainsi ete obtenus, dont le vecteur pXL1986 
5 qui permet d'exprimer a tres haut niveau im polypeptide possedant xme deletion des 
helices 11 et 12 (Ahll-12) et tme methionine au lieu d'lme leucine en position 87 
(L87M). 

9. Generation du vecteur pXL1987 et preparation du polypeptide P(Ahl3-14). 

A Taide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
10 5'-CGACGCCGGGTGGAGTCCITCTrCAGCACC-3', une mutagenese dirigee sur 
la forme simple brin du plasmide pXL1872 decrit ci-dessus a ete realisee en utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du f abricant. Cette mutagenese a permis 
de deleter la partie de la sequence codante de rapoAIV comprise entre les positions 
868 et 999, provoquant une deletion de 44 acides amines, du residu P290 au residu 
15 N333. 

A partir d'un clone mutant dont la sequence a ete verif iee integralement, im 
fragment Ndel-BamHI de 1005 pb a ete purifie et ligature avec le vecteur pET3-a, 
lui meme coupe par les enzymes Ndel et BamHI. 

Le vecteur recombinant pXL1987 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
20 niveau un polypeptide possedant une deletion des helices 13 et 14 (Ahl3-14). 

B2 : Mutants realises a partir du plasm ide pXL1696 

1. Generation du vecteur pXL2071 et preparation du polypeptide P(Ah5-6). 

A Taide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
5'-CAGCAGCGCCTGGAGCCCCACGCCGACGAG-3*, une mutagenese dirigee sur 
25 la forme simple brin du plasmide pXL1696 (Cf exemple A2) a ete realisee en 
utilisant le kit Amersham selon les recommandations du f abricant. Cette mutagenese 
a permis de deleter la partie de la sequence codante de I'apoAIV comprise entre les 
positions 352 et 483, provoquant une deletion de 44 acides amines, du residu P118 
au residu R161. 

30 A partir d*im clone mutant dont la sequence a ete verifiee integralement, un 

fragment Ndel-EcoRI de 432 pb a ete purifie, puis ligature avec le fragment EcoRI- 
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BamHI isole du plasmide pXL2051 et le vecteur pET3-a ouvert par les enzymes 
Ndel et BamHI. 

Le vecteur recombinant pXL2071 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
niveau tm polypeptide possedant une deletion des helices 5 et 6 (Ah5-6). 

5 2. Generation du vecteur pXL2063 et preparation du polypeptide P(D5S). 

A I'aide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
5 -GAGGTCAGTGCTASCCAGGTGGCCACA-3', une mutagenese dirigee sur la 
forme simple brin du plasmide pXL1696 (Cf exemple A2) a ete realisee en utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du fabricant. Cette mutagenese a permis 
10 d*introduire un codon AGC dans la sequence codante de TapoAIV, provoquant le 
remplacement de I'acide aspartique par une serine en position 5. 

A partir d'un clone mutant dont la sequence a ete verif iee integralement, vn 
fragment Ndel-EcoRI de 564 pb a ete purifie, puis ligature avec le fragment EcoRI- 
BamHI isole du plasmide pXL2051 et le vecteur pET3-a ouvert par les enzymes 
15 NdeletBamHL 

Le vecteur recombinant pXL2073 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
niveau im polypeptide possedant une serine en position 5. 

3. Generation du vecteiu: pXL2069 et preparation du polypeptide P(D5K). 

A Taide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
20 5'-GAGGTCAGTGCTAAACAGGTGGCCACA-3', une mutagenese dirigee sur la 
forme simple brin du plasmide pXL1696 (Cf exemple A2) a ete realisee en utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du fabricant. Cette mutagenese a permis 
rfintroduire un codon AAA dans la sequence codante de TapoAIV, provoquant le 
remplacement de I'acide aspartique par une lysine en position 5. 
25 A partir d*im clone mutant dont la sequence a ete verif iee integralement, un 

fragment Ndel-EcoRI de 564 pb a ete purifie, puis ligature avec le fragment EcoRI- 
Bamm isole du plasmide pXL2051 et le vecteur pET3-a ouvert par les enzymes 
NdeletBamHL 

Le vecteur recombinant pXL2069 ainsi obtenu permet tfexprimer a tres haut 
30 niveau un polypeptide possedant une lysine en position 5. 
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4. Generation du vecteur pXL2062 et preparation du polypeptide P(D44F). 

A Taide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
5'-GCCCTCTTCCAGlI£AAACTrGGAGAA-y, une mutagenese dirigee sur la 
forme simple brin du plasmide pXL1696 (Cf exemple A2) a ete realisee en trtilisant 
5 le kit Amersham selon les recommandations du f abricant, Cette mutagenese a permis 
d'introduire un codon TTC dans la sequence codante de TapoAIV, provoquant le 
remplacement de Tacide aspartique par une phenylalanine en position 44. 

A partir d*un clone mutant dont la sequence a ete verif iee integralement, un 
fragment Ndel-EcoRI de 564 pb a ete purifie, puis ligature avec le fragment EcoRI- 
10 BamHI isole du plasmide pXL2051 et le vecteur pET3-a ouvert par les enzymes 
Ndel et BamHI 

Le vecteur recombinant pXL2062 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
niveau un polypeptide possedant xme phenylalanine en position 44, 

5. Generation du vecteur pXL2074 et preparation du polypeptide P(D44A). 

15 A Taide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 

5 -GCCCTCTTCCAGfi£QAAACTTGGAGAA-3', une mutagenese dirigee sur la 
forme simple brin du plasmide pXL1696 (Cf exemple A2) a ete realisee en utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du fabricant. Cette mutagenese a permis 
d'introduire un codon GCG dans la sequence codante de FapoAIV, provoquant le 

20 remplacement de Tacide aspartique par une alanine en position 44, 

A partir d'lm clone mutant dont la sequence a ete verif iee integralement, un 
fragment Ndel-EcoRI de 564 pb a ete purifie, puis ligature avec le fragment EcoRI- 
BamHI isole du plasmide pXL2051 et le vecteur pET3-a ouvert par les enzymes 
Ndel et BamHL 

25 Le vecteur recombinant pXL2074 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 

niveau un polypeptide possedant tme alanine en position 44. 

R.^ : Mutants realises a partir du plasmide pXL2051 

1. Generation du vecteur pXL2073 et preparation du polypeptide P(K178A). 

A Taide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
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5'-GTGGAGGAGCT CGCG GGACGCCTTACG-3\ une mutagenese dirigee sur la 
forme simple brin du plasmide pXL2051 (Cf exemple A2) a ete reaiisee ea utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du f abricant. Cette mutagenese a permis 
tfintroduire un ccxion GCG dans la sequence codante de TapoAIV, provoquant le 
5 • remplacement de la lysine par xme alanine en position 178. 

A partir d'un clone mutant dont la sequence a ete verif iee integralement, un 
fragment EcoRI-BamHI de 572 pb a ete purifie, puis ligature avec le fragment Ndel- 
EcoRI isole du plasmide pXL1696 et le vecteur pET3-a ouvert par les enzymes Ndel 
et BamHI, 

10 Le vecteur recombinant pXL2073 ainsi obtenu permet rfexprimer a tres haut 

niveau xm polypeptide possedant une alanine en position 178. 

2. Generation du vecteur pXL2070 et preparation du polypeptide P(K178Y). 

A Taide de roligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
5'-GTGGAGGAGCT CTAT GGACGCCTTACG-3\ une mutagenese dirigee sur la 

15 forme simple brin du plasmide pXL2051 (Cf exemple A2) a ete reaiisee en utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du f abricant. Cette mutagenese a permis 
d'introduire un codon TAT dans la sequence codante de TapoAIV, provoquant le 
remplacement de la lysine par ime tyrosine en position 178. 

A partir d'xm clone mutant dont la sequence a ete verif iee integralement, un 

20 fragment EcoRI-BamHI de 572 pb a ete purifie, puis ligature avec le fragment Ndel- 
EcoRI isole du plasmide pXL1696 et le vecteur pET3-a ouvert par les enzymes Ndel 
etBamHL 

Le vecteur recombinant pXL2070 ainsi obtenu permet rfexprimer a tres haut 
niveau un polypeptide possedant ime tyrosine en position 178. 

25 3. Generation du vecteur pXL2072 et preparation du polypeptide P{E230K). 

A Taide de roligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
5'"AAGAAGAACGCCAAAGAGCTCAAGGCCAG-3', une mutagenese dirigee sur 
la forme simple brin du plasmide pXL2051 (Cf exemple A2) a ete reaiisee en 
utilisant le kit Amersham selon les recommandations du f abricant. Cette mutagenese 
30 a permis d'introduire un codon AAA dans la sequence codante de I'apoAIV, 
provoquant le remplacement de Tacide glutamique par ime lysine en position 230. 
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A partir d'nn clone mutant dont la sequence a ete verifiee integralement, un 
fragment EcoRI-BamHI de 572 pb a ete purifie, puis ligature avec le fragment Ndel- 
EcoRI isole du plasmide pXL1696 et le vecteur pET3-a ouvert par les en2ymes Ndel 
etBamHI. 

5 Le vecteur recombinant pXL2072 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 

niveau un polypeptide possedant ime lysine en position 230. 

B4 : Production des polypeptides decrits dans les part ies B1-B3. 

1, Production : On utilise par exemple la souche BL21 DE3 (pLysS) contenant xin 
plasmide d'expression d'un polypeptide de I'invention tel que decrit dans les parties 
10 B1-B3. 

Une preculture de nuit en milieu LB contenant de Tampicilline (100 |ag/ml) 
et du chloramphenicol (50 |ig/ml), LBApCm, a 37X, sert a inoculer au 1/lOOeme la 
culture de production (meme milieu). La culture est agitee a 37**C jusqu^a xme densite 
optique (mesuree a 610 nm) de 0,5. On ajoute alors de I'lPTG a la concentration 

15 finale de 1 mM et les cellules induites pour Texpression de TARN polymerase de T7 
sont incubees pendant 90 ou 180 min, L'analyse des extraits bacteriens par gel 
d*electrophorese colore au bleu de coomassie permet de reveler une accumulation 
dans les extraits des cultures de 90 min du polypeptide de I'invention. Par ailleurs, ce 
polypeptide peut etre stabilise par ajout de rif ampicine durant la phase de production. 

20 Les seuls ARNm pouvant alors etre neosynthetises sont ceux qxii ne dependent pas de 
VASN polymerase d'E.coli. On peut ajouter par exemple 20 min apres I'ajout de 
riPTG de la rif ampicine a des concentrations qui peuvent etre comprises entre 50 et 
200 Jig/ml. Les cellules qui ne produisent alors plus que le seul ARNm du 
polypeptide desire a I'exception de tous les autres sont incubees entre 90 et 180 min a 

25 37X. 

Dans ce cas, le polypeptide recombinant produit peut representer de 20 a 
30 % des proteines totales produites par la bacterie. De plus le polypeptide est ainsi 
accumule sans degradation dans la bacterie sous forme soluble. 

La production a ete extrapolee en f ermenteur, par culture haute densite de 
30 E.coli en mode Fed-Batch. Cette production a ete realisee dans un fermenteur de 2 
litres (Setric) en 2 phases : ime phase de croissance du microorganisme jusqu*a tme 
DO600 de 30 a 40 (duree : 5 heures environ). Cette phase est realisee dans le milieu 
de fermentation defini par Jung et al. (Ann.Ihst.Pasteur/Microbiol. 122 (1988) 
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129-146) ; puis une phase d'induction de la production, par addition d'IPTG et de 
rifampicine, et augmentation du debit d'alimentation en substrats carbone et azote 
(duree : 1 heure 30 minutes environ). 

5 2. Lyse des cellules et recuperation du polypeptide recombinant 

Apres la culture de production, les cellules sont coUectees puis lysees, par 
exemple par sonication. A Techelle du laboratoire, il a ete utilise un sonicateur 
Branson (modele B30, Proscience, France) apres avoir concentre 30 fois les cellules 
dans le tampon PBS (KCl 0,2 g/1, KH2P04 0,2 g/1, NaCl 8 g/1, Na2HP04 1,25 gA). 
10 Le cassage des cellules est effectue a 4°C en mode continu (2 impulsions de 5 
minutes). On peut egalement pretraiter la suspension cellulaire concentree en 
presence de Triton X-100 a la temperature ambiante avant la sonication. 

CI PURIFICATION DES POLYPEPTIDES DE L'lNVENTION. 

Les polypeptides P(R93G), P(AC44) et P(AN13) ont ete purifies selon le 

15 protocole suivant, qxii se deroule en conditions natives et ne requiert aucune etape 

tfaffinite pour les lipides. 

La culture cellulaire est centrifugee a 6.000 tr/min pendant 30 minutes et le 

ctdot est repris a raison de 3 ml par gramme de cellules humides dans le tampon A 
(Na^HPO^ 81 mM, l>l^^O^ 19 mM ; EDTA. 2 mM ; PMSF, 1 mM ; pH 7,5 ; 

20 B-mercaptoethanol 10 mM). La suspension est traitee par 8 cycles de 3 minutes d'lil- 
trasons (modele BRANSON regie a 250W) a 4°C. Les extraits sont centrifuges pen- 
dant 30 minutes a 15.000 tr/min a 4*^0, Le sumageant SI est conserve et le culot est 
lave dans le meme volume de tampon A et recentrifuge dans les memes conditions. Le 
sumageant correspondant SI' est ajoute au sumageant SI. 

25 Apres im dosage des proteines de la fraction (SI + SI*) est ajoutee ime 

solution aqueuse de sulfate de streptomycine a 10 % a raison de 10 ml de solution par 
gramme de proteine, Apres 15 minutes d'incubation a 4°C sous agitation douce, la 
suspension est centrifugee pendant 30 minutes a 15.000 tr/min a 4^*0. Le sumageant 
(S2) est recupere. A cette fraction S2 est ajoute du sulfate ammonium (concentration 

30 finale : 25 % de saturation). Apres 15 minutes tf incubation a 4'*C sous agitation, la 
suspension est centrifugee pendant 30 minutes a 15.000 tr/min a 4*^0. Au sumageant 
S25 est ajoute du sulfate rfammonium (concentration finale : 50 % de saturation). 
Apres 15 minutes d'incubation a 4''C sous agitation, la suspension est centrifugee 
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pendant 30 min a 15.000 tr/min a 4**C. Le culot (C50) est recupere et repris dans le 
tampon B (Tris-HCl, 10 mM ; EDTA, 2 mM ; pH8.8) et dialyse centre 2 1 de tampon 
B que Ton change 5 f ois durant 48 hexires. 

Le dialysat est injecte sur une colonne echangeuse d'ions de type QFF 

5 (Pharmacia) et elue avec irn gradient de NaCL La determination des fractions conte- 
nant les polypeptides de Tinvention est effectuee selon un test en Eiisa decrit ci-apres. 
Les fractions interessantes sont rassemblees et concentrees par precipitation en sulfate 
tfammonium (concentration finale : 80 % de saturation), Apres 15 minutes 
d'incubation a 4*^C sous agitation, la suspension est centrifugee pendant 30 minutes a 

10 15.000 tr/min a 4''C. Le culot (C80) est recupere et repris dans le tampon B et dialyse 
contre 2 1 de tampon B. 

Le dialysat est injecte sur uae colonne echangeuse d*ions de type Mono Q 
(Pharmacia) et elue avec un gradient de NaCl. Les fractions interessantes, identifiees 
par le test Elisa ci-apres decrit et gel SDS 15 %, sont rassemblees et concentrees par 

15 precipitation en sulfate d'ammonium (concentration finale : 80 % de saturation). Apres 
15 minutes d'incubation a 4**C sous agitation, la suspension est centrifugee et reprise 
dans le tampon D (sulfate tfammonium, 1,7 M ; Na2HP04 8,1 mM, NaHgPO^ 1,9 

mM ; EDTA, 2 mM ; pH 7,4) et dialysee contre 2 1 de tampon D. 

Le dialysat est injecte sur tme colonne de chromatographie ^interactions 
20 hydrophobes Phenyl-sepharose (Pharmacia) et elue avec le tampon E (Na2HP0^ 8,1 

mM ; NaH2P0^ 1,9 mM ; EDTA, 2 mM ; pH 7.4). Les fractions interessantes sont 

identifiees par test Elisa et gel de polyacrylamide SDS. 

Brievement, le test EUSA mis au point consiste a adsorber sur une plaque 

avec un serum polyclonal de lapin dirige contre FapoAIV humaine (dilue au 
25 1/lOOOeme), saturer cette plaque a la gelatine, incuber Techantillon a tester et enfin, 

f aire reagir im melange equimolaire de deux anticorps monoclonaxix diriges contre 

TapoAIV (M03 et M05. SERLIA, Institut Pasteur de Lille), suivi d'une revelation 

immunoenzymatique a Taide d*un serum polyclonal anti-souris couple a la peroxydase. 

Ce test est f acilement etalonne avec une gamme de dilutions de I'apoAIV plasmatique. 
30 Ces fractions sont rassemblees et dialysees contre le tampon F (sulfate 

d'ammonium, 40 % de saturation ; Na^HPO^ 8,1 mM ; NaH^PO^ 1,9 mM ; EDTA, 

2 mM ; pH7.4) et conservees a 4°C. 

Pour les polypeptides P(Ahl-2) et P(AN182), la fraction S2 est directement 
injectee sur colonne de type QFF (sans precipitation fractionnee au sulfate 
35 ammonium) equilibree en tampon B, Le polypeptide est exclu (P(AN182)) ou elue 
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avec iin palier a 250 mM NaCl en tampon B (P(Ahl-2)), Le polypeptide est ensuite 
concentre par precipitation en sulfate d'anmionium (concentration finale 50 % de la 
saturation pour P(Ahl-2), 10 % pour P(AN182)). La purification de P(Ahl.2) est 
terminee par une centrifugation (30 min., 4^C, 10 000 g). Le culot est recupere, repris 
5 en tampon PBS, desale sur colonne de gel-filtration PDIO (Pharmacia) et seche a - 
20*^C. Le polypeptide P(AN182) precipite au sulfate d'ammonium est injecte sur line 
colonne de chromatographie d'interactions hydrophobes phenyl-sepharose (Pharmacia) 
et elue avec le tampon B. Le polypeptide est identifie par gel de polyacrylamide SDS, 
et les fractions interessantes sont rassemblees et dialysees contre le tampon B et 
10 conservees a 4°C. 

m CARACTERISATION BIQLQGIOUE PES PQLYPEPTTOES DE 

LINVENTION. 

Lactivite biologique des polypeptides de Tinvention a ete evaluee 
principalement sur la base de 2 parametres : leur affinite poxir le recepteur HDL et 
15 lexir effet sur Tefflux du cholesterol. Ces 2 parametres rendent comptent du potentiel 
pharmacologique hypocholesterolemiant des polypeptides de Tinvention. Le 
protocole de determination de ces parametres est donne ci-apres ainsi que les 
resultats obtenus. 

L Protocoles de mesure. 

20 a) Affinite potir le recepteur HDL 

Les polypeptides purifies sont utilises dans xm premier temps pour 
reconstituer des proteoliposomes avec du DMPC, dont la structure apparait 
identique, au vu du comportement en chromatographie d'exclusion, a celle des 
proteoUposomes reconstitues avec de TapoAIV native. Ces proteoliposomes 
25 reconstitues sont ensuite testes pour leur capacite de se fixer a des adipocytes miirins 
(lignee Obl77) selon un protocole deja decrit. 

b) Efflux du cholesterol 

Leffltix du cholesterol a partir de cellules adipocytaires murines (lignee 
Obl77) provoque par les proteoliposomes DMPC-polypeptides de invention est 
30 determine apres 5 heures d'incubation. 
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2. R^sultats 








Polypeptide 


Kd(%) 


Bmax(%) 


Efflux a 5h (%)* 


ApoAIV 


100** 


100** 


28 


P(R93G) 


115 


97 


27.5 


P(Ahl-2) 


105 


94 


25.5 


P(AC44) 


nd 


nd 


32 


P(AN13) 


96 


94 


24 



(*) Exprime en % du cholesterol initial des cellules chargees, Tefflux de base obtenu 
en presence de DPMC seul apres 5 heures est de 11%. 
(**) Realise sur trois experiences independantes. 
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REVENDICATIONS 

1. Polypeptide derive de Tapolipoproteine ATV humaine caracterise en ce 
qu'il comprend, par rapport a la sequence de TapoUpoproteine AIV humaine telle que 
representee sur la figure 1, au moins une des modifications suivantes : 

5 (a) une mutation ponctuelle portant sur un residu fonctionnel, et/ou, 

(b) une deletion dWe extremite terminale d'au moins 10 acides amines, et/ou, 

(c) une deletion d'une helice ou une paire d'helices, et/ou, 

(d) une partie additionnelle heterologue possedant xme activite biologique differente 
ou complementaire de celle de TapoAIV, ou une propriete de marqueur, de cibleur 

10 ou de stabilisateur. 

2. Polypeptide selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend au 
moins ime modification selon (a) et (b). 

3. Polypeptide selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend au 
moins une modification selon (a) et (c). 

15 4. Polypeptide selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend une 

modification selon (a), (b) ou (c) associee a une modification selon (d). 

5, Polypeptide selon Time des revendications 1 a 4 caracterise en ce que le 
residu fonctionnel est choisi parmi les residus charges, les residus sites de 
glycosylation et les residus impliques dans des ponts disulfure. 

20 6, Polypeptide selon la revendication 5 caracterise en ce que le residu 

fonctionnel est choisi parmi les residus suivants : acide aspartique en position 5, 44, 
106, 153 ; glutamine en position 37, 194 ; asparagine en position 39 ; lysine en 
position 73, 84, 103, 169, 178 ; acide glutamique en position 76, 81, 87, 99, 131, 
164, 187, 230 ; alanine en position 22 ; proline en position 139, 161 ; et serine en 

25 position 154. 

7, Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 6 caracterise en ce qu'il est 
choisi parmi les polypeptides suivants decrits dans les exemples : P(AN13,R93G), 
P(AN13), P(R93G), P(AC44), P(AC194). P(AN182), P(Ahl-2), P(Ah7-8), P(Ah9- 
10), P(Ahll-12), P(Ahll-12,L87M). P(Ahl3-14). P(Ah5-6), P(D44F), P(D44A), 
30 P(D5S), P(D5K), P{K178Y), P(K178A), et P(E230K), 
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8. Sequence nucleotidique codant pour un polypeptide selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 7. 

9. Sequence nucleotidique selon la revendication 8 caracterisee en ce qu'il 
s*agit d'une sequence d*ADNc, d*ADNg, d'ARN ou d*une sequence synthetique ou 

5 semi-synlhetique. 

10. Sequence nucleotidique selon la revendication 9 caracterisee en ce qu'il 
s'agit dune sequence d'ADNc, 

11. Vecteur comprenant une sequence nucleotidique selon Tune des 
revendications 8 a 10. 

10 12. Cellule recombinante contenant im vecteur selon la revendication 11. 

13. Procede de preparation d'trn polypeptide selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 7 caracterise en ce que Ton cultive ime cellule recombinante selon 
la revendication 12 et on recupere le polypeptide produit 

14. Utilisation tfun polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 
15 a 7 poiar la preparation de molecules non peptidiques ou non exclusivement 

peptidiques actives pharmacologiquement sur les niveaux plasmatiques de 
cholesterol, par determination des elements structuraux de ce polypeptide qui sont 
importants pour son activite, et reproduction de ces elements par des structures non- 
peptidiques ou non exclusivement peptidiques, 

20 15. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs polypeptides 

selon Time quelconque des revendications 1 a 7, ou une ou plxisieurs sequences 
nucleotidiques selon Tune des revendications 8 a 10, ou une ou plusieurs molecules 
preparees selon la revendication 14. 

16. Composition selon la revendication 15 destinee au traitement ou a la 
25 prevention des affections liees aux hypercholesterolemies. 

17. Composition selon la revendication 16 destinee au ralentissement de la 
fomiation de plaques d'atherome, et/ou a la regression des plaques d'atherome et/ou a 
la diminution des risques d*accidents coronariens. 
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CAG CTG 


AGC 


gin leu 


ser 


CAA CTC 


AAT 


gin leu 


asn 


CAG AAG 


AAG 


gin lys 


lys 


AAA CTG 


AAG 


lys leu 


lys 


GCC AAT 


GAG 


ala asn 


glu 


CCC TAG 


GCG 


pro tyr 


ala 



1/1 . 31/11 

ATG GAG GTC AGT OCT GAC CAG GTG GCC ACA GTG ATG TGG FgAC TAG TTC AGC 
Met glu val ser ala asp gin val ala thr val met trp [asp tyr phe ser 
61/21 91/31 ^ 

AAC AAT GCC AAG GAG GCC GTG GAA CAT CTC CAG AAA TCT GAA CTC ACC CAG 
asn asn ala lys glu ala val glu his leu gin lys ser glu leu thr gin 
121/41 151/51 

feCC *CTC TTC CAG GAC AAA CTT GGA GAA GTG AAC ACT TAC GCA GGT GAC CTG 
[ala leu phe gin asp lys leu gly glu val asn thr tyr ala gly asp leu 
181/61 211/71 

CTG CTGljCCC TTT GCC ACC GAG CTG CAT GAA CGC CTG GCC AAG GAC TCG GAG 
leu valjbro phe ala thr glu leu his glu arg leu ala lys asp ser glu 
241/81 ^ 271/91 
GAG GAG ATT GGG AAG GAG CTG GAG GAG CTG AGG GCC CGG 
glu glu ile gly lys glu leu glu glu leu arg ala arg 
301/101 331/111 

GTG AGC CAG AAG ATC GGG GAC AAC CTG CGA GAG CTT CAG CAG CGC CTG GAG] 
val ser gin lys ile gly asp asn leu arg glu leu gin gin arg leu glu 
361/121 391/131 
GAC CAG CTG CGC ACC CAG GTC AAC ACG CAG GCC GAG CAG CTG CGG CGC CAG CTG ACcVcCC 
asp gin leu arg thr gin val asn thr gin ala glu gin leu arg arg gin leu thr pro 
421/141 451/151 ^< 

TAC GCA CAG CGC ATG GAG AGA GTG CTG CGG GAG AAC GCC GAC AGC CTG CAG GCC TCG CTG 
tyr ala gin arg met glu arg val leu arg glu asn ala asp ser leu gin ala ser leu 
481/161 511/171 

AGG|fcCC CAC GCC GAC GAG CTC AAG GCC AAG ATC GAC CAG AAC GTG GAG GAG CTC AAG GGA 
arqibro his ala asp glu leu lys ala lys ile asp gin asn val glu glu leu lys olv 
541/181 571/191 ^ 

CGC CTT ACGlfCCC TAC GCT GAC GAA TTC AAA GTC AAG ATT GAC CAG ACC GTG GAG GAG CTG 
arg leu thr [pro tyr ala asp glu phe lys val lys ile asp gin thr val glu glu leu 
601/201 631/211 

CGC CGC AGC CTG GCT|[CCC TAT GCT CAG GAC ACG CAG GAG AAG CTC AAC CAC CAG CTT GAG 
arg arg ser leu alaj pro tyr ala gin asp thr gin glu lys leu asn his gin leu glu 
661/221 691/231 

GGC CTG ACC TTC CAG ATG AAGjjAAG AAC GCC GAG GAG CTC AAG GCC AGG ATC TCG GCC AGT 
gly leu thr phe gin met lysj[lys asn ala glu glu leu lys ala arg ile ser ala ser 
721/241 ^ 751/251 

GCC GAG GAG CTG CGG CAG AGG CTG GCG] [CCC TTG GCC GAG GAC GTG CGT GGC AAC CTG AGG 
ala glu glu leu arg gin arg leu alal pro leu ala glu asp val arg gly asn leu arg 
781/261 811/271 ^ 

GGC AAC ACC GAG GGG CTG CAG||AAG TCA CTG GCA GAG CTG GGT GGG CAC CTG GAC CAG CAG 
gly asn thr glu gly leu glnjllys ser leu ala glu leu gly gly his leu asp gin gin 
841/281 871/291 

GTG GAG GAG TTC CGA CGC CGG GTG GAC^fccC TAC GGG GAA AAC TTC AAC AAA GCC CTG GTG 
val glu glu phe arg arg arg val gldbro tyr gly glu asn phe asn lys ala leu val 
901/301 931/311 ^ ^ ^ 

CAG CAG ATG GAA CAG CTC AGG CAG AAA CTG GGClfcCC CAT GCG GGG GAC GTG GAA GGC CAC 
gin gin met glu gin leu arg gin lys leu glyjbro his ala gly asp val glu gly his 
961/321 991/331 w 

TTG AGC TTC CTG GAG AAG GAC CTG AGG GAC AAG GTC AAQ 
leu ser phe leu glu lys asp leu arg asp lys val asn 
1021/341 1051/351 
GAG AAA GAG AGC CAG GAC AAG ACT CTC TCC CTC CCT GAG CTG GAG CAA CAG CAG GAA CAG 
glu lys glu ser gin asp lys thr leu ser leu pro glu leu glu gin gin gin glu gin 
1081/361 1111/371 

CAG CAG GAG CAG CAG CAG GAG CAG GTG CAG ATG CTG GCC CCT TTG GAG AGcl TGA 
gin gin glu gin gin gin glu gin val gin met leu ala pro leu glu serJoPA 



TCC TTC TTC AGC ACC* TTC AAG 
ser phe phe ser thr phe lys 



Figure 1 
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Ollge fl: 

S'^CTAGflCRTRTCGRCGTCflGTCCTGRCCflCGTSGCCACRCTGnTCTCGCRCTnCTTCACCCflGCTGRGCnBCR 
RTGCCAnGGflGGO' 



Oliflo B: 

S'-CCGTCGflRCflTCTCCRGRRRTCTCRRCTCACCCRGCRACTCARTCCCCTCTTCCflGGflCflflRCTTGGnGflfl 
CT6RRCRCTTAC6CRGGTGACCG-3 ' 



Ollge C: 

S'-CCRCGGCCTCCTTGGCRTTGTTGCTCRGCTGGCTGARCTflGTCCCflCATCflCTGTGGCCRCCTGGTCAGCflC 
TGRCCTCCflTRT6T-3' 



Ollge D: 

5'-RRTTCCGTCRCCTGCCTflflCTCTTCflCTTCTCCAflGTTIGTCCTGGflflCfl66CCATTGflGTTGCTGCGTCflC 
TTCflCATTTCTGGRCflT6TT-3 ' 



FIGURE 2 



2686605 



PI. III/5 



Nd«I 



BstEH 



XbAl 

(160 

•Hybridation^ 

- ligature 

- Xbal-i-BstEII 



EcoRI 



Epnl 



BstEH 



EcoRI FpM 



Xbal 



ExonS 
(.lkb> 

. BstEII+EcoRI 



> ligature 



EcoRI 



Ndel BstEH 



Xbal+EcoRI 



BstEH 

IntronS 
(«2kb) 



Hindm 



-EcoRI+Hindin 



• ligature 



Ndel 
Xbal 




Hindm 



FIGURE 3 
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Figure 4 
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PI. U/5 



Ndel 




Figure 5 
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